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C A R B O X Y P E P T I D A S E  A D U  P A N C R E A S  

JULIE LABOUESSE 

Laboratoire de Chimie biologique, Facultd des Sciences (Paris) 

Diverses invest igat ions  1 * concernant  l ' influence de la force ionique sur l 'act ivi t6 
enzymat ique  de la carboxypept idase  A du pancrGas ont  montr6 que l 'activit~ de cet 
enzyme crolt avec la force ionique du milieu, jusqu '~  ce que celle-ci at teigne une 
valeur  de o.5, et ce, quel que soit le sel prGsent : ~ par t i r  de cette valeur, il n ' y  a plus 
de modificat ion de l 'ac t ion enzymat ique.  D 'au t re  part ,  il a 6t6 constat62 que les sels 
pouvaien t  ~tre remplac~s par le Tween 8o ' ,  substance tensioactive constituGe par  un  
dO.riv6 polyoxyalkylGnique d ' u n  ester monool6ique du sorbitane.  Dans ce cas, comme 
d 'ai l leurs  dans le cas des 61ectrolytes, l'effet ac t iva teur  est d ' a u t a n t  plus marqu6 que 
l ' enzyme est plus dilu6 : on a vu en effet que, lorsque les concentra t ions  de la carboxy- 
peptidase sont de l 'ordre de quelques dixibmes de /,g/ml, la vitesse de la ri 'action 
enzymat ique  en absence de sel et de Tween 8o n 'est  pas proport ionnel le  ~ la quant i t6  
d ' enzyme prGsent; l ' addi t ion  au mGlange rGactionnel, soit de chlorure de sodium 
o.5 M ,  soit de o.o5 % de Tween 8o rGtablit la proport ionnal i t6  tout  en accroissant la 
vitesse d 'hydrolyse  du subst ra t  2. I1 est ~ remarquer  5 ce sujet que ni les sels, ni le 
Tween 8o n ' i n h i b e n t  la dGnaturat ion thermique  de l ' enzyme en solution dilute,  alors 
que le Tween 8o, mais non  les sels, protGge l ' enzyme contre la dGnaturat ion de surface 5. 

I1 6tait donc intdressant de comparer les constantes  cindtiques et thermo- 
dynamiques  liGes ~ l 'hydrolyse d ' un  substra t  convenable,  en prGsence des substances 
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activatrices en question ; on pouvait  ainsi esp6rer connaltre le m~canisme de leur effet. 
Le p%sent travail concernant plus particuli6rement l 'hydrolyse de la carbobenzoxy- 
glycyl-L-ph6nylalanine, est ainsi consacr6 d'une part  ~ la mesure, k diff6rentes 
temp6ratures, des constantes de vitesse et des constantes de Michaelis, ainsi qu'~ la 
d~termination des 6nergies d 'activation E, des variations d'enthalpie AH*, d'~nergie 
libre AF* et d'entropie AS* li6es ~ l 'activation du complexe enzyme-substra t ;  et 
d 'autre part  ~ l'~tude de l 'action sur la carboxypeptidase de substances tensioactives 
autres que le Tween 8o. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Carboxypeptidase * 
Les cr is taux de carboxypept idase  sent  lav6s par  centr i fugat ion dans  l 'eau A 4 °, puis suspendus  

dans une solution de chlorure de sodium M, tamponnde  A p H  7.5 par  du v6ronal sodique M/5o 
et de l 'acide chlorhydrique.  La suspension est dialys6e avee agi tat ion centre  la mSme solution 
saline tamponn6e.  Au bout  de 48 h, le contenu du sac de dialyse est centrifug6 : le liquide su rnagean t  
const i tue la solution more d'enzyme,  con tenan t  de l 'ordre de I mg de prot6ine pa r  ml. Maintenue 

la glaei~re, cette solution conserve son activit~ inchangde pendan t  plus d ' un  reels. La teneur  en 
prot~ine des solutions est d~termin~e ~ l'aide d 'un  spect rophotom~tre  Beckman,  par  mesure de 
l ' absorpt ion  ~ 278 m/~, sur  des solutions contenant  de l 'ordre de o.i mg de carboxypept idase  par  
ml. Les valeurs  de 15.I % pour  la teneur  en azote de l 'enzyme ne t  de 34,ooo pour  le poids moM- 
culaire v o n t  6t~ adopt6es pour  d~terminer le coefficient &ext inct ion de la carboxypept idase  
278 m/t :  ce coefficient est 6gal " ~x mglml a --x era' = 1.93, a p H  7.5, en solution t a m p o n  de v~ronal sodique 
~I/5oo. Toutes  les dilutions d ' enzyme ainsi que toutes  les exp6riences sent  r6alis6es en milieu 
t a m p o n  v6ronal sodique HC1 M]5o, p H  7.5. 

Carbobenzoxylglycyl-L-phdnylalanine 
Ce subs t r a t  est obtenu par  carbobenzoxyla t ion directe de la glycyl-L-phdnylalanine. Cette der- 

n i t re  est pr~par6e suivant  FISCHER ET SCHOELLER 8. Apr~s recristallisations dans l'alcool 6thylique 
5o%,  la carbobenzoxylgycyl-L-ph~nylalanine obtenue  fond A I24-125 ° et pr6sente un pouvoir  

rotatoire  (**)~'° = + 39 ° (c = .~Jo- °l dans alcool 6thylique), (litt6ratureg: p.f. 125°-126°; (a)D = 
+ 38%). 

Carbobenzoxyglycyl-L-leucine 
Comme dans le eas pr6c6dent, ce subs t r a t  est pr6par6 par  carbobenzoxyla t ion directe de la 

glycyl-L-leucine. I,a synth~se de ce peptide est faite selon FISCHER ET WARBURG TM. Apr6s recristal- 
lisations dans un m61ange d '6ther  de p6trole et d 'ac6tate d'~thyle, la carbobenzoxyglyeyl-L-leueine 
fond ~ Jo3 ° et pr~sente un pouvoir  rotatoire  (a)~ ° = -  lO°3 (c = 5% dans alcool 6thylique) 
(l i t tdrature: p.f. lo3 °1, p.f. 14 t ° -142°n ;  (a)~ ° = - -  Io°3 (c = 5 % dans aleool 6 thy l iquep ,n ) .  

H ippuryl-DL-phdnylalanine 
La synth6se de cette subs tance  est effeetu6e su ivant  CURTIt:S TM par  eouplage de l 'h ippurazide 

avec le sel de sodium de la DL-ph6nylalanine. L 'h ippurazide  est lui-m~me pr6par6 A par t i r  de 
l 'h ippuryl  6thylester. Apr+s recristallisations dans  l'aleool ~ 5o%,  l 'h ippuryl-nL-ph6nylalanine 
obtenue  fired ~ 17o'~-17 l°  (litt6raturel2: p.f. 172°). 

Dosage de l'activitd carboxypeptidasique 
Le subs t r a t  utilis6 pour  ce dosage est l 'hippuryl-DL-ph6nylalanine. Les mesures  sen t  faites gt 

25" i o"o 5. I.e milieu rdactionnel est consti tu6 par  3 ml d 'une  solution de v6ronal M/5o, p H  7..5 
c~mtenant le peptide ~ la concentra t ion de 4" Jo-~ M, une quant i t6  donn6e d 'enzyme et 0.05 % 
de Tween 8o. I.a vitesse d 'hydrolyse  est ddterminde par  le dosage photom6tr ique  13, sur  des prises 
de o. 5 ml, de la L-phdnylalanine libdr6e en fonction du temps.  La densit6 optique (D) des solutions 
est luesurde -~ 57 ° mlt au moyen d 'un  spec t rophotom6tre  Coleman, type  Junior ,  dans  des tubes  
cylindriques de I cm de diambtre.  Les vitesses d 'hydrolyse  sen t  exprimdes a rb i t ra i rement  en varia- 
tion de la densitd opt ique "A 57 o m/t, par  minute,  mtlltiplide par  to z (/I D/rain. 1o3). L'unitd d 'activitd 
carboxypept idas ique  (IL('.) est ddfinle eomme l 'activitd qui donne une var iat ion de densitd opt ique 
de ~o a/rain dans [es eondit ious d(cri tes;  c 'est donc l 'activitd cor respondant  h une vitesse d 'hydro-  
lyse de ~. 

• Wor th ing ton  Biochemical Corpnration, Freehold (N.J.) 1;;tats-Unis. 
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D~terminations des cons/antes cin~tiques 

On utilise ici les no ta t ions  habituelles:  

kl k 3 
E + S <  ~ E S  ~ E + P  

k2 

E 6tant  l ' enzyme libre, S le subs t r a t  libre, E S  le complexe e nz yme - subs t r a t  et P les produi ts  
d 'hydrolyse,  k 1 et kz sont  respect ivement  les cons tantes  de vitesse de format ion et de vitesse de 
dissociation du complexe ES, k a la cons tante  de vitesse de d6composition du complexe E S  en 
enzyme libre et en prodni t s  d 'hydrolyse ;  cette d6composit ion peut  6tre consid6r6e comme ir- 
r6versible. 

La d4terminat ion exp6rimentale de la cons tante  de Michaelis K m =  k 2 + ks/k 1 et de la 
vitesse m a x i m u m  Vm est faite pa r  la m6thode graphique  de EADIE 14, m6thode qui repr6sente la 
vitesse de la r6action enzymat ique  v sous la forme : 

v = Vm - -  KMv/s, avec Vm = kae, off s = concentrat ion en subs t r a t  libre et e = concentrat ion 
en enzyme act#. 

Les concentra t ions  des subs t r a t s  sont  ici telles qu'elles encadrent  la valeur de la cons tante  
de Michaelis et que les deux concentra t ions  extrSmes soient dans un rappor t  de I ~ IO. Ces con- 
cent ra t ions  sont  d ' au t re  pa r t  6tablies de sorte que soit 6vit6 tou t  ph6nom6ne d ' inhibi t ion par  
exc6s du subs t r a tL  Les exp6riences sont  faites en pr6sence soit de chlorure de sodium 0. 5 3I, soit 
de Tween 80 k la concentra t ion de 0.05% (C/. Fig. I). 

Fig. I. Influence de la concentra t ion  du Tween 8o 
sur  la vitesse d 'hydro lyse  de l 'h ippuryl-nL-ph6nyl-  
alanine par  la carboxypept idase .  Abscisses: Concen- 
t ra t ion  du Tween 80 dans  le m61ange r6actionnel, 
exprim6e en % (poids par  volume). Ordonn6es:  
Vitesse d 'hydrolyse.  Conditions d 'hydrolyse  : solut ion 
t a m p o n  v6ronal M/5o, p H  7-5 ; hippuryl-DL-ph6nyl- 
alanine 4 .1o  -= M;  Carboxypept idase :  o.o6 pg /ml ;  

t emp6ra tu re  : 25 °. 

c 16 

E 

l° 
. . - / / .  - -  

, , 

0 . 0 0 2  ~ 0 0 4  ~ 0 5  5 

Les mesures  sont  effectu6es en solution t a m p o n  de v6ronal sodique HC1 M/5o ~ p H  7-5 et ~, 
plusieurs  temp6ratures ,  d6finies ~, ~- 0°05 pr6s, comprises entre 25 ° et 37 °. Les vitesses d 'hydrolyse.  
mesur6es comme il a 6t6 dit dans  le pa ragraphe  pr6c6dent sont  exprim6es en variat ion de la densit6 
opt ique ~ 57 ° m/~/min, multipli6es par  lO 3. La lib6ration de 0.02/~mol/ml/min,  de L-ph6nylalanine 
par  hydrolyse  de la carbobenzoxyglycyl-L-ph6nylalanine correspond ici ~ une vitesse de 2I:  celle 
de la m4me quanti t6,  dans les m4mes conditions, de L-leucine par  hydrolyse de la carbobenzoxy-  
glycyl-L-leucine, A une vitesse de 22. 

On fait deux exp6riences ~ chaque temp6rature ,  avec des concentra t ions  diff6rentes en 
enzyme;  pour  obteni r  des vitesses d 'hydrolyse  mesurables  dans les conditions exp6rimentales 
choisies, la solution m?re de carboxypept idase  est dilu6e de 5,0o0 ~ io,ooo fois selon la temp6ra ture  
de l 'exp6rience. I )ans  le cas des mesures  en pr6sence de Tween 80, off la subs tance  tensioactive est 
pr6sente aussi  bien dans  la solution t a m p o n  diluante que dans les solutions de subs t ra t ,  on peut  
admet t r e  qu'il  ne se p rodui t  pas d ' inact ivat ion par  dilution. On calcule donc la concentrat ion en 
enzyme actif ~ par t i r  de la concentra t ion en prot6ine de la solu/io~l m?re (mesure de l ' absorpt ion  
280 m/~). Par  contre, dans le cas des mesures  en pr6sence de chlorure de sodium, o6 les dilutions 
de la solution m?re ne peuvent  6tre faites en pr6sence de Tween 80, il se produi t  pendan t  la dilution 
une inact ivat ion partielle de l 'enzyme 5. Cette inact ivat ion 4tant  variable d 'une exp6rience ~ l 'autre,  
il est indispensable de mesurer  chaque fois, dans ]es condit ions d6finies plus haut ,  l 'activit6 car- 
boxypept idas ique  de la solution dilu6e. On consid6re ensuite que la concentrat ion pond6rale 
d ' enzyme actif est proport ionnel le  h l 'activit6 mesur6e. Malheureusement  cette faqon d 'op6rer 
in t rodui t  nne certaine impr6cision darts le calcul des constantes  de vitesse en pr6sence de chlorure 
de sodium. 

Ddtermina/ions des conslantes /hermodynamiques 

Ces d6terminat ions  sont  faites ici seulement  pour  l 'hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-L- 
ph6nylalanine.  On d6termine l'6nergie d 'ac t iva t ion  E de la r6action de d6composition du complexe 

BihlioKraphie p. 350. 
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e n z y m e - - s u b s t r a t  p a r  l ' 6 q u a t i o n  d ' A r r h e n i u s :  log  k 3 = El2 .  3 R T  + C; o n  c a l c u l e  les v a r i a t i o n s  
d ' e n t h a l p i e  .dH* d ' 6 n e r g i e  l i b r e  ,/IF* e t  d ' e n t r o p i e  A S *  a u  m o y e n  d e s  6 q u a t i o n s  t h e r m o d y n a m i q u e s  
hab i tue l l e s15 ,  ae. 

l;2lude de l 'acl ion de quelques substances  lensioacl ives aulres que le Tween  80 

Q u e l q u e s  e x p d r i e n c e s  o n t  6 t6  c o n s a c r d e s / ~  l ' 6 t u d e  d e  l ' i n f l u e n c e  d e  s u b s t a n c e s  t e n s i o a c t i v e s  
d o n t  la n a t u r e  e t  la c o n c e n t r a t i o n  s o n t  d o n n 6 e s  d a n s  le T a b l e a u  IV.  

RF.SULTATS 

d.  D~tcrminalion des constantes cindtiques el thermodynarniques 

Hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-L-ph~nylalanine en prdsence de o.o5% de 
Tween 8o. Le d6tail et les r6sultats des mesures  de vitesse  de l 'hydrolyse k cinq 
temp6ratures et k diff6rentes concentrations en substrat sont donn6s dans la Fig. 2. 
Les droites repr6sentant les variations de v/e en fonction de v/es aux cinq temp6ratures 
consid6r6es sont sensiblement  parallOles; la pente des droites ~tant ici 6gale k la 
constante  de Michaelis en valeur absolue, il en r6sulte que cette  derni~re ne varie 
sensiblement pas avec la tempdrature. L'indbpendance de KM de la temp6rature avait  
d6j5 dt6 constatbe par LUMRY ET SMITH 1 pour l 'hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl- 
L-phdnylalanine, en pr6sence de chlorure de potassium 0.5 M entre 5 ° et 25 °. La valeur 

3ooJ 
2 0 0  

, 0 0  

~ o  

o-. .  • 

° °  • o 7 o 

"-. .  °"-0.. - ' ~ .  "% 34-5 

25 ° 

o ,6 2b ab 4b - 
~ V /e .s .  

Fig .  2. l ) ( , t o r m i n a t i o n  des  c o n s t a n t e s  de  M i c h a e l i s  e n t r e  25 ~ e t  37 ° e n  p r 6 s e n c e  d e  o .o ,5°o  d e  
T w e e n  S o . . \ b s c i s s e s :  v/cs, v e x p r i m d  on I D / m i n .  1o3; e e x p r i m d  en  / ¢ g / m l ;  s e x p r i m b  en  m m o l d -  
cules/1.  O r d o n n d e s :  v/e, ~' v i t e s s e  r a p p o r t d e  5, I /¢g d ' e n z v m e  p a r  m l  d u  m d l a n g e  r d a c t i o n n e l .  
C o n d i t i o n s  d ' h v d r o l v s e :  s¢~lution taro t )era  v d r o n a l  p H  7.5;  c a r b o b e n z o x y g l y c y l - L - p h d n y l a l a n i n e ;  

c a r l x m y p e p t i d a s e :  e \ ' a r i a l ) l e ,  o .08  / t g / m l  fi 0.2 H g / m l  de  m d l a n g e  r 6 a c t i o n n e l .  

T . \ B I . E . \ U  I 

IIYI)ROL':SE DE LA CARBOI3ENZOXYGLYC'~'I.-I.-PHENYLALANINE EN PRI~SENCE DE 0 .05  °/o DE TWEEN ~O 

Tcmpdralurc K M V m e k~ 
( |D rain. za ~ par I~g (sec.-t) 

C (moh:culc litrc) d'enzyme par ml) 

25 ().l • lo  3 241 126 
28 ().3" lo  '~ 262 I 3 9  
32 6. i .  i o  -a  326  173 
34.5  6 .0 .  t o  -a 368  i 9 6  
37 5 .8 .  lO -3  412  219  
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de KM aux diverse3 temp6ratures,  d&ermin6e ~ partir  de la Fig. 2, est donn6e dans le 
Tableau I. I1 apparai t  ainsi que la constante  de Michaelis pour l 'hydrolyse de la 
carbobenzoxyglycyl-L-ph6nylalanine entre 25 ° et 37 °, en pr6sence de 0.05 % de Tween 
est de 6- lO -3 mol./1. 

Le m6me tableau indique les valeurs de vitesses maxima  rapport6es 5. I ~g 
d ' enzyme/ml  d6duites des ordonn&s ~ l 'origine des droites de la Fig. 2, ainsi que les 
valeurs des constantes de vitesse k 3 calcul~es d'apr~s la relation Vm =kae, e ~tant 
exprim~ dans ce calcul en mol./1 et Vm en mol. de substrat  hydrolys6 par 1 et par sec 
k 3 est ainsi exprim6 en sec -~. 

La  Fig. 3 repr~sente la variat ion de log ka en fonction de l ' inverse de la temp'~ra- 
ture absolue, variat ion qui suit ici l a  loi d 'Arrhenius.  La pente de la droite obtenue 
permet  de d6terminer l '6nergie d 'ac t iva t ion  E caract6risant l 'act ivat ion du complexe 
enzyme-subs t ra t  et pe rmet tan t  sa d&omposit ion.  La  valeur de E ainsi que les valeurs 

2 

i2.4 % 
2.3 ~ e  

2.2 

2.1 

2.0 3.20 

\ 

\ 
i i i i 

3.2.5 3.30 3.35 3.40 
. J - .  i 0  3 

T 

Fig. 3. l~nergie d ' a c t i v a t i o n  de la r6act ion d ' hyd ro ly se  de la ca rbobenzoxyg lycy l -L-ph6ny la lan ine  
pa r  la c a r b o x y p e p t i d a s e  en pr6sence de o.o 5 % de Tween  8o. Abscisses :  inverse  de la t e m p 6 r a t u r e  

absolue.  Ordonn6es :  l oga r i t hme  d6cimal  de la c o n s t a n t e  de v i tesse  k a. 

25 ° de AH*, AF* et AS* que l 'on d~duit des valeurs de E et de ka h 25 ° sont pr6- 
sent6es dans le Tableau I I .  Ces valeurs sont bien caract6ristiques de l 'hydrolyse 
enzymat ique  d 'une  liaison peptidique 7. 

Hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-L-phdnylaIanine en prds:nce de chlorurc de 
sodium o. 5 M. Le d~tail et les r&ul ta ts  des mesures de vitesse de l 'hydrolyse,  it cinq 
temp6ratures  et ~ diff6rentes concentrat ions en substrat ,  sont donnds dans la Fig. 4. 
Comme dans le cas pr6c6dent, les droites obtenues aux diff6rentes temp6ratures sont 
sensiblement parall~les; la constante  de Michaelis en pr6sence de chlorure de sodium 
est donc encore ici p ra t iquement  ind@endante  de la temp6rature entre 25 ° et 37 °. 
Les chiffres du Tableau I I I  montrent  que la constante de Michaelis pour l 'hydrolyse 
de la carbobenzoxyglycl-L-ph6nylalanine,  entre 25 ° et 37 °, en pr6sence de chlorure 
de sodium 0.5 M est de 1.8.1o -2 mol./1. 

Le Tableau n I  donne 6galement les valeurs de Vm/e et les valeurs de k 3 en 
fonction de la temp6rature.  La  variat ion de log k 3 en fonction de l ' inverse de la 
t emp&atu re  absolue est i l lustr& par  la Fig. 5 : on tire de la pente de la droite obtenue 
une valeur de 8,IOO cal./mol, pour  l '6nergie d 'ac t iva t ion  E de l 'hydrolyse en question 
en prfsence de chlorure de sodium 0.5 M. Les valeurs des autres constantes thermo- 
dynamiques  calcul6es ~ 25 ° sont indiqu6es dans le Tableau II .  

Bibliographie p. 35 o. 
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T A B L E A U  I I  

CONSTANTES CINBTIQUES ]~T THERMODYNAMIQUES LIEES A L ' H Y D R O L Y S E  DE 

QUELQUES SUBSTRATS DE LA CARBOXYPEPTIDASE 

k A H *  - -  A F *  
A H *  = E - -  R T ;  A F *  = - -  2.3 R T  log ~ ; A S *  = - 

T 

Constantes 

Hydrolyse en prdsence de 

Tween 80 
0.05 % 

Chlorure de sodium 
0. 5 M 

Carbobenzoxyg lycy l -L -phdny la lan ine  

k a ~ 25 ° (sec -1) 126 218 
k s ~ 37 ° (sec -1) 219 390 
K M e n t r e  25 ° e t  37 ° (mol./1) 0 .6 .  lO -2 1.8. lO -3 
E e n t r e  25 ° e t  37 ° ( ca l . /mo l . )  8 ,600 8,7oo 
A H *  ~ 25 ° (ca l . /mol . )  8 ,000 8,1oo 
A F *  ~ 25 ° (cal . / tool . )  14,6oo 14,3oo 
A S *  ~ 25 ° ( c a l . /mo l . / de g r6 )  - - 2 2  - - 2 1  

Carbobenzoxyg lycy l -L- leuc ine  

k a & 3 7  ° (sec 1) 23 24 
K M  ~t 37 ° (tool./1) 2 .2 .  IO -a  6. 3. lO -3 

H i p p u r y l - D L - p h d n y l a l a n i n e §  

k 3 ~t 37 ° (sec 1) [85 2Ol 
K M  ~ 37 ° (tool./1) 0 .8 .  I o  -a 2.2- io  -a  

§ V a l e u r s  de  K M  ca lcuMes  p o u r  le d6r ivd  L. 

o ,8 2b 3b 
- -  V/e.  s. 

Fig. 4. D6termination des constantes de Michaelis entre 25 ° et 37 ° en pr6sence de ch|orure de 
sodium o.5 M, M6mes Mgendes que la Fig. 2. 

T A B L E A U  I I 1  

HYDROLYSE DE LA CARBOBENZOXYGLYCYL-L-PH~NYLALANINE EN PRESENCE 

DE CHLORURE DE SODIUM O. 5 M 

Tempdrature K M  Vm/e ka 
°C (moldcule/litre) (zJD/min. ro 3 par gig (see_l) 

d' enzyme par ml) 

25 1 . 8 5 ' I 0  -2 4O2 218 
28 I .  7 "10 -2 45 ° 266 
32 1 . 7 5 " I 0  -z  585 322 
34 '5  1"75 "1o-2  656 357 
37 1.75 " I o - ~  718 390 
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-~ 3.5 

T 3.4 
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~ .10  3 

Fig. 5. Energie d 'ac t iva t ion  de la r6action d 'hydrolyse  de la carbobenzoxyglycyl-L-ph~nylalanine 
pa r  la ca rboxypept idase  en presence de chlorure de sodium 0.5 M. MSmes Mgendes que la Fig. 3. 

T A B L E A U  IV 

INFLUENCE DE QUELQUES SUBSTANCES TENSIOACTIVES SUR L'ACTIVITE 
DE LA CARBOXYPEPTIDASE 

Tween 8o: D6riv~ polyoxyalkyMnique d ' un  ester monooMique du sorbitane.  Tween 2o: d6riv6 
polyoxyalkyMnique d ' un  ester monolaur ique  du sorbitane.  Brij 35: d6riv~ polym~thyMnique de 
l 'alcool laurique. Z~phirol 5o: chlorure d 'a lkyld im6thylbenzylammonium.  C6tavlon: b romure  
de c6 ty l t r im6thy lammonium,  P.M. = 364 . Br. de L: b romure  de laury ld im6thylbenzylammonium,  
P.M. = 384 . DSNa:  dod6cylsulfate de sodium, P.M. = 288. EDS Na :  ~thoxydod6cylsulfate de 
sodium, P.M. = 332. TCNa:  taurochola te  de sodium, P.M.: 533. Saponine (Merck). 

Vitesse d' kydrolyse Conditions d'kydrolyse (zJD/min. to s) 

Sans addit ion i 
NaCl 0.5 M 22 

Substances tensioactives non-ioniques 

Tween 80, o.o5 % 23 
Tween 20, o.o 5 %  23. 5 
Brij 35, 0.05 % 24.5 

Subsfances tensioactives catianiques 

Z6phirol 5 o, 0.05 % 21.5 
C~tavlon, 0.05 % 23 
Br. de L., 0 .05% I7. 5 

Substances tensioactives anioniques 

DSNa, o.o 5 % 2 
DSNa,  0.05 % + NaC1 0. 5 M i2 
EDSNa,  0.05 % I 
EDSNa,  0.05 % + NaCl 0. 5 AI 22 
EDSNa,  0. 5 % o 
EDSNa,  0. 5 % + NaC1 0. 5 M io 

Substances tensioactives naturelles 

Saponine, o.I  % 20 
TCNa, 0.05 % 2 
TCNa, o .05% + NaC1 o. 5 HI 21 
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Hydrolyse  J 37 ° de l 'h ippuryl-DI. -phdnylalanine et de la carbobenzoxyglycyl-L- 
leucine en prdsence soit de Tween  8o, soit de chlorure de sodium. Le Tableau I I  indique 
6galement les valeurs de KM et de ka correspondant 5. l 'hydrolyse de l 'hippuryl-DI.- 
ph6nylalanine et K celle de la carbobenzoxyglycyl-L-leucine 5. 37 ° en pr6sence de 
Tween ou de NaC1. 

B. In f luence  de quelques substances tensioactives comparde ~ celle du Tween  80 

On a vu ant&ieurement  (c/. Fig. I) l 'influence du Tween 80 "a diff&entes con- 
centrations sur l 'hydrolyse de l 'hippuryl-DL-ph6nylalanine. I1 dtait intdressant 
d '6tndier l 'influence 6ventuelle d 'autres  substances tensioactives. Les exp&iences 
sont faites ici, k 25 °, en me t t an t  en jeu o.I /xg d 'enzyme par ml de milieu r6actionnel, 
et en utilisant comme substrat  l 'hippuryl-DL-phdnylalanine 4" IO-~ M. Le Tableau IV 
indique la nature des substances 6tudi6es, les d&ails expfr imentaux et les rfsultats  
obtenus. 

DISCUSSION 

L'ensemble des r6sultats obtenus, concernant les constantes cindtiques et thermo- 
dynamiques  en pr6sence de Tween et de chlorure de sodium, pr6sent6 dans le Tableau 
I I  montre  que: (I) quel que soit le substrat  et quelle que soit la temp6rature,  la 
constante de Michaelis est trois fois plus faible en pr6sence de Tween 8o qu 'en pr6- 
sence de chlorure de sodium, l 'une et l 'autre de ces substances 6tant  $ la concentrat ion 
donnant  un effet maximum.  (2) Quoique les valeurs de k a en pr6sence de chlorure de 
sodium soient quelque peu sujettes ~ caution, on peut consid6rer qu '$  une m6me 
temp6rature le a en pr6sencc de Tween est trbs voisin de le a en pr6sence de chlorure 
de sodium; la diff6rence que l 'on observe dans le cas de l 'hydrolyse de la carbo- 
benzoxyglycyl-L-ph6nylalanine est vraisemblablement due g l 'impr6cision de la 
mesure de la concentrat ion de e acti/  en faible concentrat ion d 'enzyme;  darts le cas 
de l 'hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-L-leucine; oh les quantit6s d 'enzyme en jeu 
sont environ dix fois plus grandes et o/1, par cons6quent l ' inactivation par dilution est 
cn effct beaucoup moins importante,  cette diff(,rence n'existe pas. (3) Dans le cas de 
l 'hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-L-ph6nylalanine,  les constantes thermodyna-  
miques de l 'act ivation du complexc enzyme-subst ra t ,  conduisant  it la d6composition 
de cc complexe sont trbs voismcs cn pr6sence de Tween et en pr6sence de chlorure de 
sodinm. 

II apparait done (lue Ic premier stade du processus enzymatique, {t savoir ]a 
formation du complexe enzvme-substrat est seul modifi6 par la pr6sence de Tween 
(m dc sol, Ic second Made pr6sentant la re&me constante de vitesse et ]es m6mes 
constantcs thermodynamiques, quelles que soient les conditions d'hydrolyse. Ii y a 
]~t un argument en faveur de l'hypoth6se selon ]aquel]e le Tween ou les sels agiraient en 
modifiant l'cnzyme dont l'affinit6 pour ces substrats serait ainsi accrue ou diminu~e. 
Une tcl]c hypoth~'se est ind6pendante de l'interprdtation physique que l'on donne de 
la constantc de Michae}isV,la,17, 18, que cette constante soit (,gale b. k 2 -}-/ea//et, ou 
qu'elle tende vers  ]e~./h t ou vers lea~let; cette derni~re interpr6tat ion est celle que 
I.U.~*RY V.T SMITH' ont propos6e dans le cas de la carboxypeptidese.  D 'aut re  part,  les 
r6sultats pr('c6dents permet tent  de rejeter d6finitivement l 'hypoth~se s que les activa- 
tvurs cn question exercent leur action en prot6geant la carboxypeptidase contre une 

I¢il, li<>g~rapl~ie p. 35 o. 
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d6naturation au cours de son action enzymatique. I1 a paru utile de reproduire dans 
le Tableau V ~ titre de comparaison, les valeurs des constantes cin6tiques et thermo- 
dynamiques pour l'hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-L-ph6nylalanine, telles qu'elles 
ont 6t5 d6termin6es par d'autres auteurs3, m. On peut remarquer en comparant les 
Tableaux II et V que les valeurs obtenues en tampon v~ronal en p%sence de KC1 
0.5 21Z par LUMRY ET SMITH sont tr~s voisines de celles obtenues ici en pr6sence de 
NaC1 0. 5 21I. Par contre, ces deux groupes de valeurs different sensiblement de celles 
mesur6es en tampon phosphate en p%sence de LiC1 o.I M par SNOKE ET NEURATH. 

T A B L E A U  V 

CONSTANTES C I N ~ T I Q U E S  ET T H E R M O D Y N A M I Q U E S  LIEES )k L'HYDROLYSE DE LA 
C A R B O B E N Z O X Y G L Y C Y L - L - P H ~ N Y L A L A N I N E  PAR LA CARBOXYPI~PTIDASE,  

SELON L U M R Y  ET ~MITH 3, SELON S N O K E  ET N E U R A T H  19 

Conslantes Solution tampon vdronal Solution tampon phospkate 
o.o35 M pH 7.5, KCl 0.5 M o.o 4 M pH 7.5, LiCl o.z M 

5. 25 ° (LUMRY ET SMITH) (SNOKE ET NEURATH) 

k s (sec -1) 189 186 
K M  (mol./1) 1.3" IO-2 3.3" IO-~ 
, I H *  ( c a l . / m o l )  8 ,9oo 14,5oo 
~IF* (cal . / tool . )  l 5 ,8oo 15,6oo 
, IS*  ( ca l . /mo l . / deg rd )  - -  23 + 36 

En ce qui concerne l'action des substances tensioactives autres que le Tween 80, 
il apparalt que: (I) les substances cationiques et les substances non-ioniques exercent 
une action comparable h celle du Tween 8o h la concentration de o.o5 %. (2) Les sub- 
stances anioniques, par contre, non seulement n'augmentent pas l'activit4 de la 
carboxypeptidase mais m~me la diminuent, lorsque cette activi% est mesurde dans 
les conditions optima, par exemple en prdsence de sel. (Leur action h des concentrations 
sup6rieures k o.5 % n'a pu ~tre examinee dans nos conditions de travail pour des 
raisons d'insolubili%.) 

l~l;]S l',~l I ~ ] 

l . ' d t u d e  c i n d t i q u c  (It  l ' h v d r o h ' s e  p a r  b/ c a r l ) o x y p e p t i d a s e  de  q u e h t u e s  t ins  (le ses  s u b s t r a t s ,  e,t 
p r d s e n c e  so i t  de  T w e e n  8o, soi't de  c h h ) r u r e  de so( l ium,  a m()n t rd  ( l u ' e n t r e  -'.5" e t  37 '~ la c o n s t a n t e  
de  M i c h a e l i s  e s t  t r o i s  lois  p lus  fa i l ) I t  en p r d s e n c e  de T w c c n  q u ' e n  p rdsence  de  sel,  e t  ceci  que l  
q u e  s o i l  le s u b s t r a t .  P a r  c n n t r e ,  5. une  m d m e  t c m p d r a t u r e ,  les c ( m s t a n t e s  de v i t e s s e  de  d d c o m p o s i -  
t i o n  du  c o m p l e x e  e n z y m e - s u b s t r a t ,  a i n s i  (tue les c n n s t a n t e s  t h e r m o d y n a m i q u e s  de  l ' a c t i v a t i o n  de  
de  c o m p l e x e  s o n t  t rb s  v o i s i n e s  que l l e s  q u e  s o i c n t  les c o n d i t i o n s .  

l . ' d t u d e  de  l ' i n f l uence  de sul)stance.-; t e n s i o a c t i v e s  a u t r e s  q u e  le T w e e n  8o, a m o n t r d  q u e  les 
g r ( m p e s  de  s u b s t a n c e s  t e n s i o a c t i v e s  non  i o n i q u e s  e t  c a t i o n i q n e s  s o n t  p o u r v u e s  de  Ia p r o p r i d t d  
d ' a c c r o i t r e  F a c t i v i t d  e n z y m a t i q u e  de la c a r b o x y p e p t i d a s e  c t  q u e  soul le g r o u p e  des  s u b s t a n c e s  
t c n s i o a c t i v e s  a n i o n i q u e s  es t  d d p o u r v u  de  c e t t e  i ) ropridtd.  

S [ ' M M . \ R V  

T h e  s t u d y  of t h e  k i n e t i c s  of t h e  h y d r o l y s i s  b y  c a r b o x y p e p t i d a s e  of s o m e  of i t s  s u b s t r a t e s  in t i l e  
p r e s e n c e  of e i t h e r T w e e n  8o or Na ( ' l  h a s  s h o w n  t h a t  b e t w e e n  25 a n d  37 t he  M i c h a e l i s  c o n s t a n t  
is 3 t i m e s  as  w e a k  in t h e  p r e s e n c e  of "['ween as  in t i l e  p r e s e n c e  of sa l t ,  i r r e s p e c t i v e  of wh ich  of t h e  
s u b s t r a t e s  is used.  On t h e  o t h e r  h a n d ,  a t  t he  s a m e  t e m p e r a t u r e  t h e  d e c o m t m s i t i o n - r a t e  c ( m s t a n t s  

B i b l i o g r a p h i e  p.  3 5  o. 
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of the  enzyme-subs t ra te  complex, as well as the the rmodynamic  constants  of its act ivat ion are 
very  close to each other,  under  all conditions. 

A s tudy  of the effect of surface-active subs tances  other  t han  Tween 80 has shown tha t  groups 
of non-ionic and cationic surface-active subs tances  are capable of augment ing  the enzymic 
act ivi ty  of carboxypept idase ,  and tha t  only the group of anionic surface-active subs tances  is 
w i thou t  this  proper ty .  
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ADENOSINE MONO-, DI- AND TRIPHOSPHATE, PYRUVIC KINASE, 

HEXOKINASE AND POLYNUCLEOTIDE PHOSPHORYLASE ASSAY* 

SANTIAGO GRISOLIA** ,  L E W I S  C. M O K R A S C H  ANn V E R N E  D. H O S P E L H O R N  

Mcllvain  Laboratories and Lerrigo Laboratories, Department o/ Mecidine, University o/ Kansas 
Medical Center, Kansas City, Kansas (U.S.A.) 

The procedures described here provide fast, simple, reproducible and reasonably 
specific assays for adenylic acid, AMP***, ADP and ATP as well as for the assay of 
pyruvic kinase, hexokinase and polynucleotide phosphorylase. All procedures are 
based on the interdependence of the components of reactions: 

* Suppor ted  by  Grants  No. 67 The Helen H a y  W hi tney  Foundat i6n ,  H 1925 Nat ional  Inst i -  
tu tes  of Health,  Life Insurance  Medical Research F u n d  and the Kansas  Hea r t  Association. 

** Establ ished Inves t iga to r  of the American Hea r t  Association. 
*** The following abbrevia t ions  are used in this paper :  AMP, ADP,  ATP, S-adenos ine  mono-, 

di-, or t r iphospha te  respectively; PGA 3-D-phosphoglyceric acid; 2-PGA, 2-D-phosphoglyceric 
acid ; PEP,  phosphoenol  pyruv ic  acid ; mutase,  3-phosphoglyceric acid mutase ;  2,3-DPGA, 2,3- 
diphosphoglyceric acid. RNA, ribose nucleic acid; Tris, t r is  (hydroxymethy l ) - aminomethane ;  
AMPCO~, the active intermediate  described by  BACHHAWAT et al. 16. 

Re/erences p. 354. 


